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SUMARIO: O presente trabalho, objetivou o estudo do ciclo da B. bigemina no seu hospedeiro invertebrado,
0 carrapato B. microplus. Analisou-se a capacidade de infecgdo e transmissao transovariana de B.
bigernina em partenoginas de B. microplus, alimentadas em bovinos portadores ou enfermos por este
protozoario. No 18° dia ap6s a infestagio, coletou-se partendginas diretamente do corpo dos bovinos e,
a partir do 21° dia, teledginas apés o despredimento natural. Todos os grupos foram incubados a 27°Ce
umidade relativa superior a 70%. No 52 dia de postura realizou-se o exame de hemalinfa para o diagndstica
dainfecgéo dos instares por B. bigemina. Posteriormente, o teste bioldgico revelau que as partendginas,
quando coletadas de bovinos em fase clinica de babesiose s&o capazes de transmitir este protozoario &
sua progénie larval. Estes resultados, indicam que elevadas parasiternias do hospedeiro vertebrado por
B. bigemina, podem infectar mais precocemente o carrapato.
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transovariana.

INTRODUCAQ

A babesiose & uma enfermidade de grande importincia
econdmica € na América Latina é transmitida pelo carrapato
Boophilus micropius (GUGLIELMONE, 1995),

O conhecimento do ciclo evolutivo do Boophilus
ticroplus, assim como do ciclo da Bubesia Spp. no carrapato,
¢ indispensavel para o controle da babesiose nos bovinos,
No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos sobre a
evolucdo broldgica desses hematozodrios em seus hospedeiros
vertchrados e invertebrados.

A evolugao de B. higemina ¢ B. bovis no carrapato 5.
microplus fot descrita por RIEK (1964, 1966) e YOUNG &
MORZARIA (1986).

CALLOW (1968), utilizando a técnica de transferéncia
artificial de diferentes estigios de 4. microplus de bovinos
portadores de 2. higemina, para bovinos livres ¢ sensiveis 4
babesiose, associado zo uso de babesicidas, concluiu que o
carrapato (teleogina) somente se inlecta, com esse protozoario,
nas iltimas 16 a 24 horas de repasto sangiiineo; porém, nio
sd0 totalmente conhecidos os fatores que impedem a infecgio

anterior a este periodo. Podem estar relacionados a uma
digestdo acclerada que destroi os protezoarios
(POLIANSKI & KHEISIN, 1959, vu a transformagdes das
células basofilicas da parede intestinal para a sintese de
vitelogenina, que as tornariam sucetiveis a infecgiio por
Babesiaspp. (AGBEDE et alii, 1986).

Nos bovinos, segundo LOSOS {1986). os protozodrios sio
geralmente observados pela primeira vez nos eritrocitos, 8 a 16
dias apés a infecglio por Babesia spp. A parasitemia ¢
acompanhada por febre de 41 241,5°C, e posteriormente o animal
torna-se apatico, anoréxico, desidratado e fraco. ocorrendo
tremores muscudares ¢ ranger de dentes. Ocorrem hemoglobinemia
e hemoglobiniirta, com posterior ictericia, as fezes ficarm amareladas
€ secas, podendo também apresentar sangue.

O isolamento de variedades puras, tanto de B. microplys
como Babesia spp, € o alicerce para inlimeros trabathos, como:
produgdo de antigenos puros para testes sorolgicos ¢
vacinas, a obtengio de variedades de carrapatos infecladas
somente por uma espécie de Babesia ¢ , tlambém, para estudos
comparativos entre as espécies de Babesia, Um maior
conhecimento sobre a dinimica de infecgio do carrapato por
B, bigemina, ¢ sua capacidade de transmissdo [ransovariana,
podem facilitar a obtengdo desse material.
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MATERIAL E METODOS

() objetivo do trabalho foi constatar a ocomréncia ou nio
de transmissio transovariana de B. higemina em partendginas
{{émeas parcialmente ingurgitadas) de B. microplus.

Para tanto. foram avaliadas progénies de partendginas
alimentadas em temeiros durante as fases clinica ¢ sub-climca
de habesiose por B. higenina. A avaliagio da infecgio dessas
larvas fol feita através da mlestagdo de bezerros sensiveis,
esplenectomizados ¢ posterior acompanhamento clinico dos
Mesmas.

Local de execugio: O presente trabalho foi realizado no Setor
de Entomozooses, Faculdade de Veterinaria da UFRGS, em
Porwo Alegre. RS, Brasil,

Bovinos: Foram utilizados um tolal de dezbezerros , oriundos
de Santa Vitéria do Palimar - RS, regido livre de carrapato, e
consequentemente de Babesia spp.

Carrapatos: Foi utilizada uma cepa de carrapato uma originada
do municipio de Bagé - RS, artificialmente livre de Babesia
spp. apos tratamento guinico do bovino hospedeiro (FARTAS,
1994). Posteriormente, essa cepa foi infectada com isolado
puro de Bubesia bigemina (FARIAS,1994).

Obtencio de carrapatos de bovinos durante a fase subclinica
de babesiose: Dois bezerros nio esplenectomizados ¢
previamente inoculados com*B. higemina (portadores)
reeeberam, cada um em dias alternados, 3 infestagdes com
10.000 larvas B. microplus infectadas com B. higemina. No
{24 dia apds a primeira infestagdo, foram inoculados, via
venosa. com 6 ml de sangue, contendo B. higemina (10,8 x 10/
e 47.7 x 107 Unidades Infectantes {UD)/ mlrepectivamenie).

As partendginas (fémeas semi-ingurgitadas. com sulcos
vistveis) foram coletadas a partir do 18® dia apos a primeira
infestacio, diretamente do corpo do animal ¢ as teledginas
(fémeas totalmente ingurgitadas) apos seu desprendimento
natural do hospedeiro, a partir do 21° dia. (Figura 1).

Foi considerada fase subclinica, quando os bovinos nie
apresentavam sintomas como queda de hematoerito, elevagio
de temperatura e nao havia presenga de Babesia spp nos
estregacos sanguineos,

DIA O 2 4 12 18 20 22 24 2628

infestagdo com inoculagéo
larvas de B.micropius de sangue
com B. bigemina com B. bigemina

coleta de parlendginas
teledginas

Fig. 1 - Represeniacdo esquemaltica da técnica utilizada para a
obtencdo de partenoginas e teledginas alimentadas em bovinos
portadores de B. bigemina .
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Obtengio de carrapatos de bovinos durante a fase clinica de
babesiose: Foram utilizados 2 bezerros livres de Bubesia sppe
esplenectomizados, os quais foram infestados nos dias 0.2,¢ 4
com larvas livres de Babesia spp. para que @ lase chimica nfio
ocorresse antes do dia modal (dia de maior nimero de instares)
das partenoginas e teledginas.

Nestes bezerros foram inoculados 12 ml de sangue
congelado em nitrogénio liquido contendo 8. higemina enire
10.8x 107 e 47,7 x 107 Ul/ml, no 12° dia apds a primeira infestagdo
com larvas livres.

As coletas de partendginas e teledginas foram realizadas
do 18° ao 28 dia apds a primeira infestagio. Fot considerada
fase clinica, quando os bovinos apresentavam sintomas como
queda de hematécrito, elevacio de temperatura e presenca de
Babesia bigemina nos estregagos sanguineos.

Farmacie dos grupos: Os grupos de partendginas foram
identificados como P ¢ os de teledginas como T. De acordo
com o grau de infeccao dos bovinos (fase subelinica ou fase
clinica), por ocasido da coleta dos instares de carrapatos, os
grupos foram identificados de s ou ¢, Assem, foram formados
grupos Ps e Ts {partendgmas ¢ teledginas, respectivamente.
coletadas de bovinos em fase subclinica de 8. bigemina). e
grupos Pc ¢ Te (partendginas e teledginas, respectivamente,
coletadas de bovinos em lase clinica de 5. higemina).

Cada grupe (Ps, Ts, Pc, Te) contou com uma repetigao que
foi designada de a (Psa e Tsa; Peae Tea).segundo a metodologia
referida anteriormente. Os grupos P foram constituidos por 140
partendginas com um peso total de 7 gramas. Os grupos T foram
constituidos de 50 teledginas com peso total de 15 gramas.

Procedimento com os grupos: Todos os grupos foram
incubados em placas de Petri. a 27°C ¢ umidade relativa
superior a 70%, No 52 dia de postura Toram realizados os exames
de hemolinfa, baseados em MAHONEY & MIRRE (1971).
No 20° dia de postura foram selecionados os ovos terieis
(ovos com aparéncia brilhante e visualiza¢do do embrido.
selecionados com auxilio de lupa) de eada grupo ¢, apds uma
homogencizagio da massa de ovos. foram incubados em tubos
de ensaio, em aliquotas de 0,5g a [l de se obter larvas
infestantes para o teste hologico com os bovinos.

Teste biolégico: Nos testes biologices foram utilizados 6
bovinos adquiridos em zona livre de carrapato e de Babesiu
spp (Santa Vitoria do Palmar - RS), com aproximadamente 6
meses de idade, e sorologicamente negatives a Babesia spp.
que foram esplenectomizados.

Qs terneiros foram mantidos no Setor de Entomazooses -
Faculdade de Veterinaria - UFRGS - Porto Alegre - RS. em
bhaias individuais e isoladas com telas, para evitar infeccdes
acidentais por hematozodrios, além de Anaplasme morginale
¢ Epervthrozoon sp.

Desses hovinos, 4 foram infestados com larvas oriundas

dos grupos P, e 2 utilizados para testar a progénic dos grupos T,
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Transmissac transovariana de B.higemina por B.microplus.

Todos os animais utilizados no teste hioldgico sofreram exame
clinico diario, at¢ o final da producio de teleaginas (25-27 dias
pos infestagdo), através de tomadas de temperatura retal,
hematdenito ¢ exame microscopico de eslregaco sangiliineo
corado por Giemsa, observando-se, assim, a inoculacio ou niio
de Babesia bigemina pela progéme dos diferentes grupos.

Teste sorologico: Foram coletados 20 m! de sangue sem
anticoagulante de cada bovino utilizado no teste bieldgico,
antes de serem miestados ¢ 30 dias apds o término de produgio
de teledginas,

O soro oriundo desse sangue, apds centrifugagio. fol enviado
para o Instituto de Pesquisas Desidério Finamor - Guaiba - RS,
onde foj realizado o teste de ELISA, segundo ROITT et alii
(1989), para a detecgio de anticorpos anti-Babesia,

RESULTADOS E DISCUSSAO

(s resultados mostraram que as partendginas ingurgitadas
em bovinos em lase subclinica de babesiose por B, bigemina
nie transmitiram o protozodrios & sua progénie,

Na Tabela | observa-se que o exame de hemolinfa dessas
partendginas (grupos Ps e Psa) foi negativo, Os bovinos
utilizados no teste biologico com sua progénie ndo
manitfestaram alteragdes significalivas de temperatura retal e
hematocrito ¢ o teste sorologico realizado posteriormente,
também foi negativo. confirmande a auséncia de infecgio nos
bovinos. Nas teleoginas ingurgitadas neses animais (grupos
Ts e Tsa) 0 exame de hemolinfa revelou a infecgio por Babesia.
A progénie do grupo Ts (com menor indice de infecgdo) foi
utilizado no teste biologico. (O hovino intestado com essas
larvas apresentou quadro clinico de babesiose no 212 dia apos
infestagdo ( temperatura retal de 40.2°C. queda de 57% do
hematocrito e presega do parasita no esfregago sanguineo).
Os sinais clinicos e periado de incubagio foram similares aos
descritos por LOSOS (1986) e HOYTE (1961 & 1965).

Tabela 1 - Infecglo de partendginas e teledginas de B. microplus,
alimentadas em bovinos na fase subclinica de babesiose por B.
bigemina. e capacidade de transmissdo transovariana do
protozoario.

0 fato dc nio ocorrer infec¢dio por B. higenting em
partenoginas coletadus de bovinos em fase subclinica, como
o verificado por CALLOW (1968), pode ser devido 4 baixa
concentragdo de de parasitas no sangue do hospedeiro. a
digestio acelerada que ocorre na tase inicial de ingurgitamento,
sugerida por POLIANSKI & KHFEISEN (1959]) ou as ¢células
basofilicas do intestino nfio estarem sucetiveis a invasdo do
protozoario (AGBEDE er alfi, 1986).

Nos carrapatos ingurgitados em bovinos em lase clinica
dc babesiose (Tabela 2) observou-se que, embora o exame de
hemolinta das partenoginas do grupo Pc tenha sido negativo,
o lesle bioldgico, revelou a infecgdio da progénie. Segundo
MAHONEY & MIRRE (1971), existe um percentual de falsos
negativos no exame de hemolinfa mesmo em teledginas,
também verificado por FARIAS (1994), ¢ que ocorreu com as
partenoginas no presente experimento.

J4 o exame de hemolinta do grupo de partendginas (Pca)
fo1 positivo, demonstrando um percentual de infecgio de 34%,.

As progénies de ambos os grupos de partendginas foram
capazes de transmitir a infecgao no teste broldgico. s bovinos
infestados com as larvas desses grupos manifestaram sinais
clinicos como elevagio de temperatura retal atingindo um
maximo de 42°C, o hematocrito solreu uma queda de 63%,
sendo observado hemoglobindria e hemoglobinemia. conlorme
o vertficado por LOSOS (1986). O periodo de incubagio variou
entre 16 e 17 dias apds a fixagao das larvas, concordando com
o descrito por HOYTE (1961, 1965).

() teste soroldgico realizado posteriormente, demonstrou
presenga de anticorpos apenas anti-B. bigeming, confimuando que
a variedade de carrapato estava infectada apenas por essa espécie,

s grupos de teledginas ingurgitadas durante a fase clinica
(Tc e Tea), demonstraram, no exame de hemolinfa, percentuais
de infecglio de 98% e 100%, respectivamente. As teledginas
do grupo Tea, encontravam-se hemorragicas, devido a grande
multiplicagiio de Babesia em scu intestino, provocando
ruptura e mistura do conteddo mtestinal com a hemolinfa do
carrapato. Assim, na lamina de hemolinfa foram detectadas
hemaicias e um grande nimero de vermiculos em decomposigio.

Tabela 2 - Infecgae de partendginas e teleoginas de 8. microplus.
alimentadas em bovinos na fase clinica de habesicse por B. higemina,
e capacidade de transmissiao fransovariana do protozoario.

Grupo Exame de Bavinos infestados com a Grupc Exame de Bovinos infestados com a
hemeolinfa progénie larval hemollnfa progénie larval
B. microplus Teste ELISA B. microplus Teste ELISA
biologico B. bovis B. bigemina bioldgico B. bovis B. higemina
Ps - - - R Pc - + C T
Ts + (20%) + - + Tc + (98%} + - +
Psa o _ N . Pca + (34%) + - +
Tsa + (42%) NR NR NR Tca + (100%) NR NR NR

Ps - Partendginas coletadas de bovinos com B. bigemina em fase subclinica.
Is - Teleoginas coletadas de bavinos com 8. bigeminaem fase subclinica.
a - repetican.

NR - ndo realizado.

Pe - Partendginas coletadas de bovino com 8. higemina em fase clinica
Tc - Teleoginas coletadas de bovino com B. bigemina em fase clinica.
a - repeligdo

NR - ndo realizado
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Essas teledginas, interromperam a postura em torno do 7°
dia e o pequeno nimero de ovos postos fol infértil.

A progénie do grupo Te, foi utlilizada para o teste
hiolagico, e o bovine infestado manifestou hipertermia
fatingindo um maximo de 41,6°C), uma queda de
hematodcrito de 63%, hemoglobiniria e hemoglobinemia,
conforme o descrito por LOSOS {1986). No 15° dia apos
infestacdo foi detectado a presenga de B. bigemina por
exame direte. O periodo de incubagio observado, foi mais
curto do que o descrito por HOYTE (196!, 1965),
provavelmente devido ao alto inéculo e 4 sensibilidade do
hovino.

O teste soroldgico realizado posteriormente, revelou a
presenca de anticorpos, apenas, anti-B. higemina,
confirmando a pureza da cepa utilizada.

Os resultados revelam a ocorréncia de (ransmissfo
transovariana de B, bigemina por partendginas {coletadas
no minimo, 48 horas antes de seu ingurgitamento total) de
B. microplus, quando alimentadas em bovines em fase
clinica da doenga, o que nio foi observado por CALLOW
(1968), segundo o qual, somente nas Gltimas 16 a 24 horas
de hematofagismo é que ocorre a infecgdo. Provavelmente,
essa infecgio tenha ocorrido devidoe ao grande nlimero de
parasitas ingeridos, e assim, apesar de muitos patégenos
serem destruidos no intestino do carrapato, houve a
sobrevivéncia de alguns, possibilitando a infecgio.

SUMMARY

The work presented here was aimed at studying the
life cycle B. bigemina on its invertebrate host, the tick B.
micraplus. The B. bigemina capacity of infection and
transovarian transmission on B. microplus engorged
females was assessed. The females used were fed either
on cattle either carrier or clinical ill due B. bigemina. Until
DAI 18, females were detached direct from hosts, and from
D3AI 21 on, they were collected after natural fall. All groups
were incubated at 27°C and 70% relative humidity. After 5
days of oviposition, a haemolimph examination for A.
higemina was made, Further on the biological test showed
that engorged females derived from clinical ill cattle are
able to transmit . bigemina to their offspring. Such results
indicate that when the vertebrate host presents high levels
of parasites on blood, tick infection is prone to occur early.

KEY WORDS: Babesia bigemina, Boophilus microplus,
biology, epidemiotogy, transovarian transmission.
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